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ABSTRAK. Carnation mottle virus (CarMV) termasuk anggota genus Carmovirus dalam famili Tombusviridae. Virus ini banyak 
ditemukan menginfeksi tanaman anyelir di Jawa Barat dan menyebabkan gejala mottle. Sebagai langkah awal untuk memproduksi 
antiserum melalui teknik ekspresi gen CP perlu diklon pada vektor yang sesuai. Penelitian ini bertujuan mendapatkan klon CarMV 
yang berfungsi melalui kloning dan subkloning gen CP CarMV ke dalam vektor ekspresi yang sesuai. Penelitian dilakukan dalam 
beberapa tahap, yaitu ekstraksi RNA total dan amplifikasi cDNA CarMV dengan RT-PCR, menggunakan primer spesifik CarMVF 
dan CarMVR yang mengandung situs enzim restriksi XhoI dan BamHI, kloning dan subkloning DNA sisipan, serta konfirmasi 
transforman. Rekombinan gen sisipan CP CarMV dalam bakteri dikonfirmasi dengan koloni PCR. Gen CP CarMV berhasil dikloning 
ke dalam TA vektor pTZ57R/T dan disubkloning ke vektor ekspresi pET28a. Sekuen rekombinan CP CarMV berhasil dikonfirmasi 
melalui perunutan DNA. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mendapatkan produksi antigen rekombinan yang melimpah pada 
bakteri ekspresi dan kondisi yang sesuai.
Kata kunci: Dianthus caryophillus L.; Carmovirus; Kloning; Subkloning; Bakteri ekspresi
ABSTRACK. Carnation mottle virus (CarMV) is a type member of Carmovirus genus in family of Tombusvirus. The virus infects 
carnation plants in the centre area production of West Java and it cause mottle symptoms.  The research aimed to obtain functional 
clone(s) of CarMV CP gene in suitable expression kloning vector. The research was carried out through several steps, namely total 
RNA  extraction and amplification of cDNA of CP CarMV by RT-PCR using specific primer pairs CarMVF and CarMVR containing 
restriction enzyme sites XhoI and BamHI, respectively, TA cloning, and subcloning into expression vector pET28a and confirmation 
of recombinant plasmids by colony PCR. CarMV CP gen was successfully cloned into TA cloning vector pTZ57R/T and subcloned 
into vector pET28a, alsowere confirmed by DNA sequencing. Future experiment is necessary to be conducted to obtain abundance 
recombinant antigen production of CarMV CP in suitable expression condition and bacterial host.
Keyword: Dianthus caryophillus L.; Carmovirus; Cloning; pTZ57R/T; Restriction enzyme 
Carnation mottle virus (CarMV) termasuk genus 
Carmovirus dalam famili Tombusviridae (Scheets 
et al. 2011) dan merupakan salah satu virus penting 
pada tanaman anyelir (Dianthus caryophillus L) 
dan tanaman hias lainnya di dunia (Scheets et al. 
2011; Singh et al. 2005 ; Raikhy et al. 2006; Safari 
et al. 2009; Alexandre et al. 2015). Virus ini banyak 
ditemukan menginfeksi tanaman anyelir di Jawa Barat 
dan menyebabkan gejala mottle (Diningsih et al. 2015; 
Haerunisa, Diningsih & Suastika 2014).
Carnation mottle virus sudah dilaporkan tersebar 
di beberapa negara produsen bunga potong anyelir 
termasuk India, Turki, Iran, Brazil, dan California 
(Lommel 1983; Singh et al. 2005 ; Raikhy et al. 2006; 
Safari et al. 2009; Cevik, Bakar & Koca 2010; Jami, 
Bayat & Shams-Bakhsh et al. 2021; Alexandre et al. 
2015). Epidemi penyakit virus pada tanaman anyelir 
belum dirasakan merugikan oleh petani tanaman hias 
di Indonesia. Hal ini disebabkan karena kurangnya 
pengetahuan para petani terhadap penyakit ini. 
Padahal, lalu lintas perdagangan setek tanaman anyelir 
antarnegara sangat intensif  sehingga CarMV mudah 
menyebar melalui jalur importasi dari satu tempat 
ke tempat lainnya termasuk menyebar ke Indonesia, 
khususnya Jawa Barat yang merupakan salah satu 
sentra produksi anyelir di Indonesia. 
Untuk mencegah penyebaran CarMV dari sentra 
produksi anyelir di Jawa Barat ke lokasi lainnya maka 
diperlukan upaya deteksi dini terhadap sumber infeksi 
pada tanaman induk yang menjadi sumber bahan 
perbanyakan tanaman. Upaya ini telah dilakukan pada 
beberapa indukan varietas anyelir introduksi melalui 
teknik serologi, yaitu Enzyme Linked Immune Sorbent 
Assay (ELISA).
Untuk deteksi menggunakan teknik ELISA 
diperlukan adanya antiserum, yang saat ini masih 
mengimpor dari luar negeri. Pada beberapa jenis 
virus, antiserum belum tersedia secara komersial di 
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luar negeri sehingga impor pun tidak bisa dilakukan. 
Untuk mengurangi ketergantungan terhadap produk 
antiserum dari luar negeri perlu upaya memproduksi 
antiserum untuk keperluan deteksi rutin dan monitoring 
penyakit ini di lapangan. Salah satu metode pembuatan 
antiserum yang telah berkembang saat ini ialah 
melalui kloning gen virus pada sistem ekspresi bakteri 
Escherichia coli (Cerovska et al. 2010; Komorowska 
& Malinowski 2009; Calegario et al. 2013; Astuti et 
al. 2019; Bhardwaj et al. 2020; Kapoor et al. 2014; 
Koohapitagtam & Nualsri 2013; Sherpa, Hallan & 
Zaidi 2012; Singh et al. 2011; Salem et al. 2018; 
Kurniawati & Suastika 2015). Dengan metode kloning, 
antibodi yang dihasilkan spesifik terhadap antigen 
virus yang diinjeksikan dan tidak terjadi reaksi silang 
(cros reaction) dengan tanaman sehat (Calegario et al. 
2013; Iracheta-Cárdenas et al. 2008; Emantoko 2001) 
seperti yang biasa terjadi ketika pembuatan antiserum 
dilakukan secara konvensional, yaitu melalui purifikasi 
tanaman terinfeksi.
Sebagai langkah awal untuk memproduksi 
antiserum melalui teknik ekspresi gen, gen CP perlu 
diklon pada vektor yang sesuai. Berdasarkan hal 
tersebut maka penelitian ini bertujuan mendapatkan 
klon CarMV yang berfungsi melalui kloning dan 
subkloning gen CP CarMV ke dalam vektor ekspresi 
yang sesuai. Hipotesis penelitian ini ialah bahwa gen 
CP CarMV dapat dikloning dan disubkloning dalam 
vektor ekspresi yang sesuai. 
BAHAN DAN METODE
Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 
Virologi Tumbuhan, Departemen Proteksi Tanaman, 
Fakultas Pertanian, Institut pertanian Bogor, dan 
Laboratorium Virologi Balai Penelitian Tanaman 
Hias dari bulan Juli 2013 sampai dengan Mei 2015 
melalui tahapan-tahapan sebagai berikut: (1) desain 
primer, (2) ekstraksi RNA total dan amplifikasi gen CP 
CarMV, (3) persiapan sel kompeten E. coli strain JM 
107 dan BL21(DE3), (4) TA kloning, (5) konfirmasi 
transforman, dan (6) subkloning.
Desain Primer
Desain primer dilakukan dengan mengacu pada 
data urutan nukleotida CarMV yang diperoleh, 
terutama pada bagian gen Coat Protein (CP) melalui 
situs https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. Gen 
CP menjadi dasar dalam penyusunan primer karena 
bagian CP merupakan daerah yang concerv untuk 
suatu jenis virus. Melalui program Bio Edit, urutan 
nukleotida gen CP dari beberapa isolat CarMV 
disejajarkan dan diambil beberapa nukleotida yang 
concerv pada bagian hulu (sekitar 20 basa) untuk 
primer forward dan beberapa nukleotida yang concerv 
di bagian hilir (sekitar 20 basa) untuk primer reverse. 
Dalam penelitian ini telah didesain primer yang 
akan menghasilkan fragmen dengan ukuran 1020 
bp.  Start codon tidak diikutkan dalam fragmen gen 
CP, tetapi akan digantikan oleh start codon yang 
sudah terdapat pada vektor ekspresi pET28a. Pada 
ujung 5’ dari forward primer ditambahkan sequen 
tambahan AATTAA dan sequen dari enzim restriksi 
BamH1 (GGATCC), dan pada ujung 5’ reverse primer 
ditambahkan sequen tambahan TAT dan sequen dari 
enzim restriksi Xho I (CTCGAG).  Urutan nukleotida 
kedua enzim tersebut sudah diketahui tidak terdapat 
dalam gen CP CarMV sehingga tidak memotong gen 
CP dari CarMV (Tabel 1).
Ekstraksi RNA Total dan Amplifikasi Gen CP 
CarMV  
Ekstraksi RNA total dari tanaman anyelir terinfeksi 
CarMV (isolat Ciputri) dilakukan menggunakan kit 
isolasi RNA total GenJet Plant RNA Purification Mini 
Kit (Thermoscientific, Lithuania). Prosedur ekstraksi 
sesuai instruksi perusahaan pembuat kit. Amplifikasi 
gen CP dilakukan melalui RT-PCR. Untuk reaksi 
reverse transcription (RT) (10 μl), cDNA disintesis dari 
total RNA menggunakan Moloney Murine Leukemia 
Virus (MMuLV) (Thermoscientific) pada 25oC selama 
5 menit, 42oC selama 60 menit, dan 70oC selama 15 
menit.  Amplifikasi cDNA dilakukan menggunakan 
pasangan primer spesifik terhadap gen CP CarMV yang 
sudah ditambahkan situs enzim restriksi BamHI dan 
XhoI (Tabel 1) dengan produk PCR yang diharapkan 
berukuran 1020 bp.  
Amplifikasi cDNA dilakukan sebanyak 39 siklus 
melalui tiga tahapan, yaitu pemisahan utas DNA 
(denaturasi) pada 94°C selama 30 detik, penempelan 
primer (annealing) pada 55°C selama 1 menit, dan 
sintesis DNA (extension) pada 72°C selama 1 menit, 10 
detik.  Khusus untuk siklus terakhir ditambah tahapan 
sintesis selama 30 menit, kemudian siklus diakhiri pada 
suhu 4°C. Produk PCR yang dihasilkan dipurifikasi 
menggunakan gel/PCR DNA fragmen extraction 
kit dengan protokol purifikasi sesuai instruksi dari 
perusahaan pembuat kit (Genaid, Korea). Untuk 
purifikasi diperlukan sekitar 50 µl produk PCR.
Persiapan Sel Kompeten E. coli Strain JM 107 dan 
BL21(DE3)
Stok E. coli strain JM 107 dan BL21(DE3) dalam 
gliserol merupakan koleksi Laboratorium Virologi 
Tumbuhan, IPB, diaktifkan dengan cara menggores 
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stok bakteri pada media Luria Broth (LB) agar 
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C semalam. 
Metode persiapan sel kompeten merujuk pada protokol 
Sambrook & Russell (2001). 
TA Kloning
Ligasi. TA kloning dilakukan pada vektor 
pTZ57R/T.  Produk PCR gen CP CarMV yang sudah 
dipurifikasi diligasi pada TA vektor dalam suatu larutan 
yang berisi campuran dari 3 µl produk PCR, 1 µl vektor 
pTZ57R/T, 1 µl enzim T4 DNA ligase, 2 µl bufer T4 
DNA ligase 5 mM, dan 3 µl ddH2O.  Ligasi dilakukan 
pada suhu 4oC selama 16 jam (over night). Vektor 
rekombinan pTZ57R/T-CP kemudian ditransformasi 
ke dalam bakteri E. coli strain JM 107 yang kompeten 
yang sudah disiapkan sebelumnya.
Transformasi. Transformasi dilakukan dengan 
mencampur 2,5 µl hasil ligasi dengan 50 µl sel kompeten 
JM 107 dalam tabung mikro 1,5 ml (dilakukan dalam 
es) sesuai dengan protokol Sambrook & Russell (2001).
Konfirmasi Transforman
Konfirmasi keberadaan vektor rekombinan 
pTZ57R/T-CP CarMV dalam bakteri transforman 
dilakukan melalui koloni PCR, pemotongan plasmid 
menggunakan enzim restriksi BamHI dan XhoI, serta 
perunutan DNA.
Satu koloni transforman (sebagai template) diambil 
dengan tusuk gigi, kemudian dimasukkan ke dalam 
tabung mikro 0,2 ml (tabung PCR) yang telah diisi 
dengan komponen PCR. Reaktan PCR dilakukan 
dengan volume total 25 µl dengan komponen dan 
metode PCR merujuk pada Diningsih et al. (2017).
Keberadaan fragmen gen CP CarMV dalam vektor 
pTZ57R/T juga dikonfirmasi dengan memotong 
plasmid DNA rekombinan dengan enzim restriksi 
BamHI dan XhoI. Isolasi plasmid mengikuti metode 
Sambrook & Russell (2001) yang dimodifikasi.  
Sekuensing dilakukan untuk mengkonfirmasi 
integritas/urutan nukleotida gen CP CarMV yang 
tersisipkan ke dalam vektor pTZ57R/T.  Sekuensing 
dilakukan dari plasmid rekombinan hasil isolasi 
menggunakan primer universal M13F(20) dan 
M13RpUC(-26) di 1stBase Laboratories, Malaysia.
Tabel 1. Desain primer dari gen CP CarMV (Design of primer from CarMV CP gene)




(23 basa, GC = 52%, Tm = 60.1 °C)
5’ TATCTCGAGTCATGGTTGTTCTGC3’
(24 basa, GC = 46%, Tm = 55.7 °C)
1020
Subkloning
Subkloning dilakukan guna mengekspresikan gen 
CP CarMV dalam vektor ekspresi pET28a.  Ekpresi 
gen CP dalam bakteri E. coli BL21(DE3) dilakukan 
dalam beberapa tahapan, yaitu perbanyakan vektor 
ekspresi pET28a, pemotongan vektor ekspresi 
pET28a dan vektor rekombinan pTZ57R/T-CP CarMV 
dengan enzim restriksi BamHI dan XhoI, konstruksi 
vektor ekspresi, ligasi, transformasi, dan konfirmasi 
transforman (bakteri pembawa vektor rekombinan 
pET28a-CP CarMV).
Perbanyakan vektor ekpsresi  pET28a. 
Perbanyakan vektor pET28a dilakukan dengan tujuan 
untuk mendapatkan stok plasmid yang cukup, karena 
vektor plasmid pET28a yang tersedia sangat terbatas. 
Plasmid pET28a koleksi Laboratorium Virologi 
Tumbuhan IPB, ditransformasi ke sel kompeten E. 
coli BL21 yang kompeten yang sudah disiapkan 
sebelumnya. Selanjutnya dilakukan isolasi plasmid 
dari sel bakteri BL21 yang ditumbuhkan dengan 
menggunakan metode secara manual (Sambrook & 
Russell 2001) 
Pemotongan/restriksi vektor ekspresi pET28a. 
DNA vektor (plasmid) yang digunakan untuk ekspresi 
gen dipotong sebelumnya dengan enzim restriksi 
yang sama yang digunakan dalam desain primer, 
yaitu BamHI dan XhoI. Empat puluh µl campuran 
(4x reaksi) yang terdiri atas 12 µl pET28a, 4 µl 
BamH1, 4 µl XhoI, 4 µl buffer BamHI, dan 16 µl 
dd H2O diinkubasi pada suhu 37
oC selama 1 malam. 
Terpotong atau tidaknya vektor ekspresi pET28a 
dikonfirmasi melalui visualisasi pada gel agarose 1%. 
Vektor ekspresi yang telah terpotong dipurifikasi dari 
gel menggunakan gel/PCR DNA fragmen extraction 
kit dengan protokol purifikasi sesuai instruksi dari 
perusahaan pembuat kit.
Restriksi vektor rekombinan pTZ57R/T-CP 
CarMV. Fragmen gen CP CarMV yang sudah 
tersisipkan pada vektor pTZ57R/T pada TA kloning 
diisolasi dengan melakukan restriksi menggunakan 
enzim BamHI dan XhoI.  Restriksi dilakukan dengan 
metode seperti yang dijelaskan sebelumnya, namun 
dengan 5x reaksi (72,5 µl dH2O, 5 µl bufer BamHI, 
15 µl plasmid rekombinan, 2,5 µl BamHI, dan 5 µl 
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XhoI).  Hasil restriksi divisualisasi dalam gel agarose 
1% dalam 0,5x TBE.  Bagian gel yang menunjukkan 
gen CP CarMV selanjutnya dipurifikasi menggunakan 
kit komersial seperti tahap sebelumnya.
Konstruksi vektor ekspresi.  Ekpresi gen CP-
CarMV dalam pET28a dilakukan dengan menggunakan 
promoter T7.  Gen CP-CarMV disisipkan pada tempat 
pemotongan BamHI/XhoI yang terletak antara 
promoter T7 dan 6xhis-tag pada ujung depan setelah 
start codon dan 6xhis-tag pada ujung belakang sebelum 
stop codon dari pET28a sehingga terbentuk pET28a – 
CP CarMV (Gambar 1).
Ligasi dan transformasi pada sistem ekspresi. 
Sebelum dilakukan transformasi, terlebih dahulu 
dilakukan ligasi antara fragmen gen CP-CarMV 
yang dipotong dari vektor rekombinan pTZ57R/T-CP 
CarMV dengan vektor ekspresi pET28a (Novagen) 
yang juga telah dipotong dengan enzim restriksi 
BamH1 dan Xho1.  Ligasi dilakukan dalam volume 
10 µl yang terdiri atas 1 µl vektor plasmid pET28a, 
3 µl fragmen gen CP-CarMV, 2 µl bufer T4 DNA 
ligase 5x, 1 µl T4 DNA ligase, dan 3 µl dd H2O. 
Campuran tadi diinkubasi pada suhu 4oC selama 16 
jam.  Transformasi dilakukan dengan mencampur 2,5 
Gambar 1.  Konstruksi gen CP CarMV dalam vektor ekspresi pET28a (Construction of the CP CarMV gene 
in the expression vector pET28a)
µl hasil ligasi dengan 50 µl sel kompeten BL21(DE3) 
dalam tabung mikro 1,5 ml yang dilakukan didalam 
es.  Siapan ini selanjutnya diberikan perlakuan 
seperti pada metode transformasi yang dijelaskan 
pada TA kloning. Pelet bakteri dan LB yang masih 
tersisa sampai 50 µl dihomogenasi dan ditumbuhkan 
pada media LB agar yang mengandung 25 µg/ml 
kanamycin.
Konfirmasi transforman. Pada tahap ini, 
konfirmasi bakteri transforman dilakukan melalui 
koloni PCR. Koloni-koloni bakteri yang tumbuh pada 
media digunakan sebagai cetakan pada koloni PCR. 
Metode koloni PCR dilakukan seperti dijelaskan 
pada metode konfirmasi transforman pada TA kloning 
dengan primer CarMV4F dan CarMV1020R. 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Amplifikasi Gen CP CarMV
Amplifikasi gen CP CarMV telah berhasil dilakukan 
menggunakan primer CarMV4F dan CarMV1020R 
dengan suhu annealing 55oC. PCR produk hasil 
amplifikasi berhasil diperoleh fragmen gen CP 
berukuran 1020 bp (Gambar 2).
Gambar 2.  Amplifikasi gen CP CarMV dari sampel daun anyelir terinfeksi CarMV (kiri) dan purifikasinya 
(kanan). (M) marker DNA 1 kb (Thermoscientific), (1-5) cDNA CP isolat Ciputri, dan (E) cDNA 
isolat Ciputri hasil purifikasi gel [Amplification of the CP CarMV gene from CarMV-infected 
carnation leaf samples (left) and purification (right). (M) 1 kb (Thermoscientific) DNA marker, 
(1-5) cDNA CP isolate Ciputri, and (E) cDNA isolate Ciputri gel purified]
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TA Kloning
Hasil purifikasi gel cDNA gen CP CarMV dari 
produk PCR yang berukuran 1020 bp berhasil diligasi 
ke TA vektor pTZ57R/T dan ditransformasi ke dalam 
sel bakteri kompeten JM 107.  Hal ini ditunjukkan 
dengan tumbuhnya bakteri JM 107 yang ditransformasi 
dengan vektor rekombinan pTZ57R/T-CP CarMV pada 
media LB agar yang mengandung 25 µg/ml ampisilin 
dan tidak tumbuhnya bakteri yang tidak ditransformasi 
pada media yang mengandung antibiotika yang sama 
(data tidak ditampilkan).  Bakteri yang berhasil 
ditransformasi akan tumbuh pada media LB agar 
yang mengandung ampisilin karena bakteri tersebut 
membawa vektor pTZ57R/T yang memiliki situs gen 
yang tahan terhadap ampisilin dan sebaliknya, bakteri 
tanpa vektor plasmid pTZ57R/T tidak akan tumbuh. 
Konfirmasi Transforman
Konfirmasi transforman menggunakan metode 
koloni PCR menunjukkan bahwa fragmen cDNA gen 
CP CarMV berukuran 1020 bp berhasil teramplifikasi 
dari semua koloni bakteri transforman JM107 yang 
diuji menggunakan primer insert CarMV4F dan 
CarMV1020R (Gambar 3). Hal ini mengindikasikan 
bahwa gen CP yang berukuran 1020 bp berhasil 
disisipkan ke dalam TA vektor pTZ57R/T dan 
ditransformasi ke dalam sel bakteri kompeten
Isolasi plasmid dari lima sampel koloni bakteri 
transforman berhasil dilakukan menggunakan 
metode isolasi secara manual menggunakan bufer 
CH3COOK 3M, pH 4,8 (asam asetat) dan PCI (Phenol-
Chloroform-Isoamilalkohol) (Gambar 4, line 1-5). 
Konfirmasi keberadaan gen CP CarMV dalam plasmid 
Gambar 4.  Visualisasi plasmid yang diisolasi dari bakteri transforman JM107 (line 1-5) dan amplifikasi 
cDNA gen CP CarMV dari plasmid yang diisolasi dari bakteri transforman. (line 6-10) (M) 
marker DNA I kb (thermoscientific) [Visualization of plasmids isolated from transformant bacteria 
JM107 (line 1-5) amplification of cDNA CP CarMV gene from plasmids isolated from transformant 
bacteria (lines 6-10), and (M) DNA Marker I kb (Thermoscientific)]
Gambar 3.  Amplifikasi gen CP CarMV dari sel bakteri transforman JM 107. (M)  marker DNA (1 kb), 
(K+) kontrol positif (tanaman terinfeksi CarMV),dan (1-4) koloni bakteri transforman yang 
membawa plasmid (vektor) rekombinan pTZ57R/T-CP 1020 bp (Amplification of the CP CarMV 
gene from transformant bacterial cells JM 107. (M) DNA marker (1 kb), (K +) positive control 
[CarMV infected plants), and (1-4) colonies of transformant bacteria carrying recombinant plasmid 
(vector) pTZ57R / T-CP 1020 bp]
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yang diisolasi berhasil dilakukan dengan metode PCR 
menggunakan primer forward dan reverse dari gen CP 
CarMV (Gambar 4, line 6-10).  Konfirmasi transforman 
dengan restriksi menggunakan enzim restriksi BamHI 
dan XhoI juga menunjukkan bahwa plasmid terbukti 
membawa gen CP CarMV berukuran 1020 bp.  Hal ini 
ditunjukkan dengan terbentuknya dua buah pita DNA 
dari plasmid yang direstriksi dengan kedua enzim 
tersebut (data tidak ditampilkan).  Setelah direstriksi, 
ukuran plasmid dari semua klon yang diuji tampak 
sejajar karena memiliki ukuran yang sama, yaitu 
sekitar 2886 bp.
Kebenaran urutan sekuen gen CP CarMV yang 
tersisipkan ke dalam TA vektor pTZ57R/T juga 
Gambar 5.  Urutan dan posisi nukleotida gen CP CarMV 1020 bp hasil sekuensing dalam TA vektor 
pTZ57R/T (tulisan cetak merah). Tulisan cetak biru menunjukkan posisi enzim restriksi yang 
digunakan dalam desain primer. Cetak hitam ialah sekuen dari TA vector [The nucleotide 
sequence and position of the CP CarMV 1020 bp gene were sequenced in the TA vector pTZ57R/T 
(red print). The blueprint shows the position of the restriction enzymes used in the primary design. 
The black print is a sequence of the TA vector]
dikonfirmasi melalui sekuensing dari vektor plasmid 
yang diisolasi dari bakteri transforman menggunakan 
primer universal M13F(-20) dan M13RpUC(-26). 
Untuk keperluan sekuensing dipilih empat sampel 
plasmid dari empat klon yang berbeda.
Sekuensing terhadap gen CP CarMV berukuran 1020 
bp yang tersisipkan dalam vektor plasmid pTZ57R/T 
berhasil dilakukan menggunakan primer universal 
M13F(-20) dan M13RpUC(-26).  Sekuensing dengan 
primer tersebut menghasilkan sekuen rekombinan dengan 
ukuran total 2043 bp. Gen CP CarMV berukuran 1020 bp 
berada di bagian tengah dari sekuen rekombinan, yaitu 
pada posisi basa ke-522 sampai basa ke-1538 (Gambar 
5).  Dari keempat klon yang disekuensing, satu klon 
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Gambar 6. Restriksi vektor ekspresi pET28a 
dengan enzim restriksi BamHI dan 
XhoI. (M) marker DNA 1 kb, (1) vektor 
ekspresi pET28a sebelum dipotong 
dan (2) pET28a setelah dipotong, 
(Restriction vector expression of 
pET28a with restriction enzymes 
BamHI and XhoI. (M) 1 kb DNA 
marker, (1) pET28a expression vector 
before cutting, and (2) pET28a after 
cutting)
Gambar 7.  Visualisasi hasil restriksi vektor rekombinan pTZ57R/T dengan enzim restriksi BamHI dan 
XhoI (kiri) dan hasil purifikasi gel gen CP CarMV yang telah terpotong (kanan) [Visualization 
of the restriction vector of recombinant pTZ57R/T with restriction enzymes BamHI and XhoI (left) 
and the results of clipped CP CarMV gene gel purification (right)]
menunjukkan orientasi gen CP CarMV yang tersisipkan 
secara terbalik, satu klon tidak terbaca jelas pada bagian 
tengah sekuen, dan dua klon menunjukkan orientasi gen 
yang benar (data tidak ditampilkan).  Dengan demikian, 
untuk keperluan subkloning dipilih plasmid dari klon 
bakteri yang orientasi gen CP- nya benar.
Berdasarkan hasil analisis sekuen menggunakan 
program Bio Edit (Hall et al. 2011), urutan- urutan 
sekuen gen CP CarMV yang terisisipkan pada TA 
vektor tampak terjadi mutasi pada beberapa basa. 
Namun, perubahan basa tersebut tidak menyebabkan 
terjadinya perubahan asam amino yang menyebabkan 
terbentuknya stop kodon pada sekuen gen CP CarMV 
sehingga dapat digunakan untuk subkloning pada 
vektor ekspresi yang sesuai dan optimasi kondisi 
optimal untuk ekspresi gen CP untuk mendapatkan 
antigen rekombinan yang melimpah
Subkloning
Plasmid DNA yang sudah terpotong berat 
molekulnya sedikit lebih rendah dibandingkan yang 
belum terpotong sehingga pergerakannya dalam 
gel lebih cepat dibandingkan dengan plasmid yang 
belum dipotong (Gambar 6). Vektor ekspresi yang 
telah terpotong berhasil dipurifikasi dari gel. Akan 
tetapi, berdasarkan hasil visualisasi pada agarose 1%, 
pita DNA plasmid yang didapatkan sangat rendah 
intensitasnya (gambar tidak ditampilkan). Hal ini 
kemungkinan disebabkan hilangnya sebagian DNA 
ketika proses purifikasi dilakukan.
Pemotongan fragmen gen CP CarMV dari 
pTZ57R/T-CP. Gen CP berukuran 1020 bp berhasil 
didapatkan dari hasil pemotongan plasmid DNA dan 
dimurnikan (Gambar 6 dan Gambar  7).
Ligasi dan transformasi. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa gen CP CarMV 1020 bp yang 
diisolasi dari vektor rekombinan pTZ57R/T-CP 
berhasil diligasi ke vektor ekspresi pET28a dan 
ditransformasi ke bakteri E. coli strain BL21(DE3) 
yang ditunjukkan dengan tumbuhnya koloni bakteri 
tersebut pada media LB agar yang mengandung 25 
µg/ml kanamisin (Gambar 8).
Konfirmasi transforman. Keberadaan gen CP 
CarMV dalam koloni bakteri transforman berhasil 
dikonfirmasi menggunakan metode koloni PCR 
menggunakan primer dari insert.  DNA gen CP CarMV 
1020 bp berhasil diamplifikasi dari lima koloni bakteri 
transforman pET28a-CP-BL21 (Gambar 9). 
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Gambar 8.   K o l o n i  b a k t e r i  t r a n s f o r m a n 
BL21(DE3) pada medium LB agar 
yang mengandung 25 µg/ml kanamisin 
(kiri: dokumentasi jarak jauh, kanan: 
dokumentasi jarak dekat) [Colony 
of transformant bacteria BL21 (DE3) 
on LB medium in agar containing 
25 µg/ml of kanamycin (left: remote 
documentation, right: close-up 
documentation)]
Gambar 9.   Amplifikasi gen CP CarMV 1020 bp dari bakteri BL21(DE3) yang ditransformasi dengan 
vektor rekombinan pET28a-CP CarMV.  (M) marker DNA 1 kb dan  (1-5) lima koloni bakteri 
transforman [Amplification of the 1020 bp CP CarMV gene from the BL21 (DE3) bacteria 
transformed with the recombinant vector pET28a-CP CarMV. (M)  DNA marker 1 kb and (1-5) 
five colonies of transformant bacteria)]
Teknik genetika molekuler merupakan hal penting 
dalam memanipulasi DNA dari suatu organisme hidup 
(Suwanto 1998). Revolusi genetika molekuler dimulai 
sekitar 30 tahun yang lalu (Hoy 2003). Kloning Gen 
CP virus dalam sel bakteri E. coli merupakan salah 
satu tahap dalam produksi antiserum melalui teknik 
kloning pada mikroorganisme prokaryote dan sudah 
dikembangkan sejak beberapa tahun terakhir. Beberapa 
penelitian yang mencoba mengembangkan teknik ini 
untuk produksi antiserum di antaranya adalah virus-virus 
Citrus tristeza virus (pada tanaman jeruk) (Nikolaeva 
et al. 1995; Iracheta-Cárdenas et al. 2008), Banana 
bunchy top virus (pada tanaman pisang) (Abdelkader 
et al. 2004); Sweet potato feathery mottle virus (pada 
tanaman kentang) (Ashoub, El- et al. 2009), Apple 
stem pitting virus (pada tanaman apel) (Komorowska 
& Malinowski 2009), Potato mop-top virus (Cerovska 
et al. 2003),Cucurbit yellow stunting disorder crinivirus 
(Cotillon et al.2005), Potato virus X (Cerovska et al. 
2003), dan Potato virus Y (pada tanaman kentang) 
(Folwarczna et al. 2008), Tomato infectious chlorosis 
virus (TICV) (Kurniawati & Suastika 2015), Sugarcane 
mosaic virus (SCMV) pada tanaman tebu (Darsono et 
al. 2018). Pada Carnation mottle virus (pada tanaman 
anyelir) belum ada yang melaporkan.
Pada umumnya, untuk produksi antiserum melalui 
teknik kloning, bakteri E. coli sering dipilih sebagai inang 
untuk perbanyakan dan ekspresi gen target (Nugraha 
2019).  Menurut Ashoub, El-far &  Salama (2009), 
dan Nugraha (2019), E. coli dipilih sebagai organisme 
inang karena E. coli memiliki laju pertumbuhan yang 
sangat cepat dan memiliki genom yang lengkap sehingga 
mudah untuk dimanipulasi. 
Dalam penelitian ini sebelumnya digunakan dua buah 
insert dari gen CP CarMV yang sama yang memiliki 
ukuran yang berbeda, yang satu berukuran 1017 bp dan 
satunya lagi berukuran 564 bp (gen CP CarMV bagian 
tengah).  Hal ini dilakukan karena berdasarkan hasil uji 
pendahuluan yang menunjukkan bahwa gen CP CarMV 
berukuran lebih panjang sulit untuk dikloning ke dalam 
TA vektor sehingga dalam uji pendahuluan penelitian ini 
dicoba dua buah insert yang memiliki ukuran berbeda 
tapi dari satu gen CP yang sama, yaitu gen CP CarMV. 
Hasil penelitian pendahuluan tersebut menunjukkan 
bahwa gen CP CarMV berhasil dikloning ke dalam 
sistem TA vektor pTZ57R/T-JM107 dan disubkloning 
ke dalam vektor ekspresi pET28a, baik gen CP 1020 
bp maupun gen CP yang berukuran lebih pendek (564 
bp). Namun, berdasarkan analisis SDS PAGE dan 
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DIBA hanya gen CP yang berukuran 1020 bp yang 
terekspresikan dalam vektor ekspresi pET28a yang 
ditandai adanya reaksi positif pada uji DIBA walaupun 
hasil SDS PAGE menunjukkan pita protein yang sangat 
tipis sehingga untuk penelitian selanjutnya digunakan 
gen CP CarMV yang berukuran panjang (1020 bp).
Teknik kloning gen pada bakteri E. coli merupakan 
kemajuan di bidang ilmu pengetahuan terutama pada 
rekayasa genetik (Amirhusin 2004). Kloning gen 
CP virus pada organisme prokaryota merupakan hal 
yang sangat bermanfaat dalam bidang pertanian, tidak 
hanya untuk produksi antiserum melainkan juga untuk 
menciptakan tanaman-tanaman transgenik yang tahan 
terhadap hama dan penyakit (Rani & Usha 2013). 
Menurut Folwarczna et al. (2008), CP virus rekombinan 
yang diekspresikan dalam sel bakteri memiliki potensi 
yang sangat tinggi sebagai sumber antigen untuk 
meningkatkan antibodi spesifik terhadap virus tanaman. 
Namun demikian, dengan metode yang digunakan 
dalam penelitian ini, antigen yang diproduksi masih 
sedikit dibandingkan dengan metode produksi antigen 
lainnya yang menggunakan metode konvensional, yaitu 
teknik purifikasi dari tanaman sakit.
KESIMPULAN DAN SARAN
Gen CP CarMV berukuran 1020 bp berhasil 
dikloning ke dalam TA vektor pTZ57R/T dan 
dikonfirmasi runutan sekuen gen CP yang mengandung 
sisipan situs enzim restriksi. Plasmid rekombinan ini 
dapat digunakan untuk tahap subkloning sisipan gen 
CP ke vektor ekspresi yang sesuai sebagai langkah awal 
dalam produksi antigen rekombinan CarMV.
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